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Utilisation des blopolymeres pour 1e traltement des muscles. 

La presente invention a. pour objet 
5 1 'utilisation de polymeres ou de biopolymeres pour la 
pzfeparation d"un medicament pour le traitement de 
lesions de toutes origines affectant le muscle 
squelettigue ou le muscle cardiaque en medecine 
humaine ou veterinaire et des compositions 
10 pharmaceutiques pour ce traitement. 

La synthese des polymeres CMDBS (dextranes 
substitues par des residus carboxymethyle, benzylamine 
et sulfonate) a ete decrite dans le brevet FR 2461724 
ainsi que dans le brevet US 4 740 594. Certains de ces 
15 polymeres miment I'heparine et peuvent §tre utilises 
en tant que produits de remplacement de I'heparine du 
plasma, grace a leurs proprietes anticoagulante et 

ant i c omp 1 emen t . 

Parmi 1* ensemble des polymeres CMDBS, certains 

20 de ces polymeres miment une autre propriete de 
I'heparine qui consiste en une stabilisation, une 
protection et xine potentialisation de I'activite 
biologique in vitro des facteurs de croissance de la 
famine FGF (Tardieu et coll , Journal of Cellular 

25 Physiology, 1992, 150 Pages 194 a 203). 

Le brevet FR 2 644.066 decrit 1 •utilisation de 
certains CMDBS associes aux FGF pour la cicatrisation 
de la peau et de la cornee. Des experiences ont ete 
realisees en provoquant une blessure cutanee a I'aide 

30 d'un emporte piece de 6 mm de diametre chez le rat. 

Dans cet exemple,. le CMDBS associe au FGF 2 permet 
d'obtenir un effet net sur la vitesse et la qualite de 
la reparation de la peau. 
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Un autre biopolymere , le dextrane sulfate a 
egalement ete propose en association avec des FGF, 
comme stabilisateur et protecteur, dans le brevet 
Japonais N' 13890. Le dextrane sulfate est par ailleurs 
5 largement utilise dans des poiranades ou cremes 
cicatrisantes de la peau ainsi que dans des 
compositions de collyre, mais n'a aucun effet reporte 
a la connaissance du demandeur sur la cicatrisation et 
ou la regeneration de lesions musculaires . 
10 Un autre agents le sucrose sulfate ester et son 

sel d • aluminium le sucralfate sont des produits 
decrits et utilises seuls ou associes aux FGF comme 
agents de traitement des ulceres et lesions du tractus 
digestif (Brevet US N' 3 -432. 489 et Brevet US 

15 N'5.202.311 ) . 

Les tissus musculaires squelettique et/ou 
cardiaque sont particulierement riches en facteurs de 
croissance et plusieurs auteurs ont decrit la presence 
et/ou 1* action des FGFs et TGFs beta dans et sur les 

20 cellules myoblastiques (par exemple: D.Gospodarowicz 
et Cheng , In Vitro Cellular and Developmental Biology 
1987 23(7) :pp. 507-514 ; Groux -Muscatelli B., 
Bassaglia Y , Barritault D. , Caruelle J. P. et Gautron 
J. Dev. Biol. 1990 , 142:pp380 -385 ; Johnson S. et 

25 Allen R Exp. Cell Res. 1990 . 187 : pp 250-254 ; Dayton 
W. et Hathaway M. Poult Sci 1991 70: pp 1815-1822 ) 
ainsi que leur extraction a partir de muscles 
squelettiques ou cardiaques (par exemple Morrow et 
coll. J. Clin.. Invest. 1990 , 85 : pp 1816-1820 ; Padua 

30 R et E.Kardami Growth Factor , 1993 , 8 : pp 291-306 ; 

Parker T et Scheinder M ; Annu. Rev. Physiol. 1991 53 
:pp 179-200 ; Casscells W et coll. Ann N.Y. Acad. Sci 
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1990, 593 :pp 148-161)- 

L' action cicatrisante des facteurs FGF dans des 
lesions du muscle cardiaque induites par creation 
d' ischemia a ete decrite ( Yanagisawa-Miwa et coll. 
5 Science 1992, 257 : pp 1401-1403). 

Franco (US 4.378.347) a aussi decrit 
1' utilisation d'aFGF pour traiter en particulier des 
ischemies cardiagues. Des billes de dextrane sont 
utilisees comme excipient dans certaines formulations 
10 decrites dans ce brevet. 

L'activite de la composition est tres 
clairement imputee au FGF. 

II ressort done de 1* analyse de I'etat de la 
technique que des polymeres avalent deja ete utilises 
15 en association avec des facteurs de croissance. 

Neanmoins, dans aucun des documents cites ces 
polymeres ne presentent des ef f ets en eux-memes , 
c'est-a-dire sans qu'ils soient associes a des 
facteurs de croissance. 
20 En outre, I'activite d • associations polymeres- 

facteurs n*a et:e decrita que sur certaines lesions 
d'un type bien precis de tissu, le tissu cutane. 

Du fait de I'imprevisibilite des effets 
therapeutiques d'une molecule donnee, il n'etait pas 
25 evident que ces polymeres puissent avoir un effet sur 
d'autres tissus que ceux de la peau. 

En effet, il est bien connu que les differents 
tissus du corps humain ou animal presentent des 
specificites tant structurelles que f onctionnelles qui 
30 rendent impossible toute . prediction quant a 1' effet 
d'une molecule, connue pour son effet sur le tissu 
cutane, sur le tissu musculaire. 
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Ceci est d ' autant plus vrai que les tissus 
musculaires sont tres differents de par leur structure 
et leur origine (mesodermique) des tissus de 
l*epiderme et de la cornee. 
5 De meme, il est bien connu qu'il est impossible 

de predire I'activite in vivo d'une molecule sur un 
tissu particulier a partir de resultats obtenus in 
vitro sur un modele experimental specifique. 

De maniere surprenante, il a ete trouve, selon 

10 !• invention^ que certains polymeres ont un effet tres 
marque sur la vitesse de cicatrisation et de 
regeneration des lesions des tissus musculaires 
squelettiques et/ou cardiaques^ ainsi que sur la 
qualite de cette cicatrisation et/ou regeneration 

15 telle que I'on peut la mesurer en etudiant par des 
methodes histologiques et physiologiques le degre de 
maturation des fibres musculaires . 

La presente invention a pour objet 
1 'utilisation d"au moins un polymere ou d'un 

20 biopolymere, appeles HBGFPP, protegeant specifiquement 
les facteurs de croissance des families des FGF et TGF 
beta de la degradation trypsique et n'inhibant pas de 
maniere significative la coagulation, pour la 
fabrication d'un medicament pour le traitement des 

25 tissus musculaires* 

Un tel polymere presente particulierement une 
activite anti-coagulante inferieure a SO unites 
Internationales par mg de polymere mesuree selon 
Maillet et al (Mol. Immunol, 1988, 25, 915-923). 

30 Avantageusement, il potentialise les FGF in vitro. 

Preferentiellement, il n* active 

substantiellement pas le systeme du complement, c'est- 
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a-dire qu'il possede une activite anti --complement/ 
superieure a 0,5 pour le CH50 (selon Mauzac et al*, 
Bioraaterials , 6, 61-63/ 1985). 

Selon la presente invention on entend par 
5 polymeres toutes substances naturelles, naturelles 
modi flees chimiquement ou totalement synthetiques 
repondant a la definition donnee ci-dessus. 

Ainsi il peut s'agir de : 

- polymeres obtenus a partir de dextranes mais 
10 modifies par d'autres types de substitutions avec 

d'autres types de radicaux, 

- polymeres naturels autres que ceux derivant 
de dextranes mais comportant des residus osidiques 
( cellulose , chitine , f ucanes , etc . . . . ) r 

15 - polymeres obtenus par polymerisation de 

monomeres de natures non osidiques (poly acide 
malique, poly acide oxalique, poly acide lactique, 
polystyrene / polyethylene glycol) modifies ou non. 

Avantageusement/ ledit polymere ou biopolymere 
20 est un polysaccharide qui peut etre compose 
principalement de residus glucose. 

Un tel polysaccharide presentera 

preferentiellement un poids moleculaire superieur a 10 
kD et avantageusement proche de 40 kD. 
25 II peut aussi comprendre des residus 

glucosamine et/ou d' acide uronlque^ particulierement 
sous la forme de dimere glucosamine-acide uronique. 

Des polysaccharides particulierement preferes 
sont des dextranes substitues^ des glycosaminogly canes 
30 eventuellement associes a un lipide, un peptide ou un 
protide ou des sulfates de ces polymeres. 

La presente invention est en outre relative a 
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une composition pharmaceutique contenant de ces 
polymeres • 

Les polymeres et/ou biopolymeres peuvent etre 
selectionnes a partir de substances naturelles qui 
5 peuvent ensuite etre eventuellement modifiees par 
additions de groupements chimiques appropries ou 
encore obtenus entierement par synthese . Ces 
polymeres naturels, semi synthetiques ou entierement 
synthetiques sont ensuite selectionnes sur la base de 

10 leurs capacites a interagir specif iquement avec 
plusieurs facteurs de croissance notamment ceux de la 
famine des FGF et des TGF beta* lis sont egalement 
selectionnes sur leurs capacite a proteger ce ou ces 
facteurs contre des degradations proteolytiques . Ces 

15 polymeres seront designes sous le sigle generique de 
HBGFPP (heparin binding growth factor protectors and 
promoters ) . 

Deux prototypes de ces polymeres ou bio 
polymeres sont donnes comme exemples ainsi que les 
20 procedes et cri teres de selection de ces polymeres • 

Le premier exemple de HBGFPP appartient a la 
famine des CMDBS qui sont des produits connus, a 
savoir des dextranes biospecif iques f onctionnalises ^ 
substitues par des residus carboxymethyle , benzylamide 
25 et benzylamine sulfonate. Ces polymeres illustrent 
1 • obtention de HBGFPP a partir de produits naturels 
(dextrans) subsequemment chimiquement substitues. 

L,e deuxieme exemple decrit la selection de 
produits completement naturels comme les 
30 proteoglycosaminoglycannes sulfates purifies a partir 
d'extraits tissulaires. 

Ces deux exemples illustrent les capacites de 
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ces HBGFPP a interagir^ a stabiliser, a proteger et a 
potentialiser les facteurs de croissances des families 
FGF et TGF beta et leur utilisation dans une 
composition pharmaceutique permettant une 

5 cicatrisation et une regeneration des cellules 
musculaires squelettiques ainsi qu'une protection et 
cicatrisation des cellules musculaires cardiaques • 

On entend , dans la presente demande, par 
traitement, toute operation curative ou preventive 

10 effectuee pour la prophylaxie et la cicatrisation de 
lesions de tissus musculaires. 

Grace a 1' action des HBGFPP et notamment des 
CMDBS comme I'lllustrent les exemples decrits ci- 
dessous, la reorganisation musculaire est acceleree, 

15 alors que 1 • architecture du muscle, c'est a dire le 
nombre de fibres par falsceau organise dans le cas du 
muscle squelettique n'est pas modifiee de fagon 
significative • Dans le cas du muscle cardiaque le 
nombre de myocytes detruits apres la lesion provoquee 

20 par ischemie est tres inferieur a celui que 1 • on peut 
denombrer apres traitement par les HBGFPP. (Resultats 
corrobores par la diminution du nombre de fibroblastes 
et de fibres de collagenes dans les coeurs traites au 
HBGFPP). Ces resultats illustrant I'effet 

25 cytoprotecteur des HBGFPP. 

Un medicament ou une composition pharmaceutique 
selon 1' invention contient une quantite efficace de 
HBGFPP par exemple du CMDBS associee a un ou plusieurs 
vehicules compatibles et pharmaceutiquement 

30 acceptables. Elle peut etre egalement associee a des 
agents pharmaceutiques comme des anti-inf lamraatoires ; 
ou antibacteriens , et pour le muscle cardiaque, des 
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antiarythmiques , des anticoagulants ou des agents 
thrombolytiques . Le vehicule peut etre du serum 
physlologique ou des tampons tels que le PBS contenant 
NaCL 0.15 Molaire ou toute autre sorte de solution 
5 compatible et non irritante pour le tissus musculaire 
lese. Des formulations permettant d'obtenir des 
solutions pateuses ou en gel selon les techniques 
courantes connues de I'homme de 1 ' art peuvent etre 
proposees selon le type et 1 • accessibilite de la 
10 lesion. 

Avantageusement , un tel medicament est congu 
pour etre directement injectable par voie 
intramusculaire a une dose de 25 a 2500 ug/ml de 
HBGFFP comme le CMDBS dans les exemples donnes ou 

15 comme les biopolymeres naturels HBGFFP tels le 
mesoglycanes mais la voie intraveineuse constitue une 
autre voie d' administration . Outre ses qualites de 
protecteur des facteurs de croissance "Heparin 
Binding" ; les HBGFPP selectionnes selon les tests 

20 decrits ci-dessous presentent une tres faible activite 
anticoagulante, par rapport a celle de l*heparine, 
trop faible pour perturber la coagulation dans le cas 
d"un traumatisme musculaire. Dans le cas d*une 
injection par voie intraveineuse la dose injectee doit 

25 etre rapportee au volume sanguin de I'homme ou de 
1' animal ainsi traite pour que la dose de HBGFPP dans 
le sang soit egalement comprise entre 25 a 2500 pg 
/ml. 

A titre d'exempled* application des medicaments 
30 selon 1* invention^ on peut citer les atrophies et /ou 
dystrophies musculaires, congeni tales ou acquises , et 
plus particulierement : 
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- les maladies genetiques : comme les 
myopathies (Duchennes, Becker), Dystrophies des 
ceintures , etc . . . 

- les maladies ou il y a atonie musculaire 
5 - les accidents medicamenteux iatrogenes 

(traitement a la chloroquine ou injections 
d'anesthesique locaux en intra musculaire )/ 

- les accidents traumatiques : comme ceux des 
sportifs elongation, dechirure, claquage, hematomes et 

10 autres^ les lesions induites par des blessures ou lors 
d * actes chirurgicaux, 

- les agressions virales ou bacteriennes , par 
exemple le virus du polyome, 

- les atrophies musculaires induites par des 
15 immobilisations , 

- les ischemies musculaires peripheriques comme 
celles generees par les arteriopathies obliterantes 
peripheriques des membres. 

Pour le muscle cardiaque les lesions generees 
20 par diminution et suppression de 1' irrigation sanguine 
peuvent etre prevenues ou diminuees par 1 'utilisation 
de la composition de 1' invention. Ainsi dans le cas 
d'lnfarctus du myocarde, !• Injection dans le muscle 
infarcit de la composition ou son injection par voie 
25 intraveineuse permettant l*acces des HBGFPP dans le 
territoire cardiaque lese. 

Dans le cas de transplantation cardiaque la 
survie des cellules cardiaques peut etre favorisee par 
adjonction de medicament ou de composition selon la 
30 presente invention , de meme que dans le cas de cardio 
myoplasties • 

Dans les insuf f isances cardiaques generees lors 



BNSrXTCID- <WO 9S26736At r > 



wo 95/26736 



10 



PCT/FR95/00398 



des maladies hereditaires comme celle de Duchene ou de 
Becker ou encore dans les myocardiopathies liees aux 
infect:ions virales , parasitaires ou bacteriennes . 

Un avantage de 1" invention est que 
5 1 'utilisation d'une dose unique de la composition, 
procure le resultat escompte, c'est a dire, la 
regeneration complete des fibres musculaires 
squelettiques comme la preservation des myocytes 
cardiaques • 

10 Un autre avantage concernant les lesions des 

tissus musculaires est que I'on favorise egalement la 
revascularisation du muscle lese. 

A titre d'exemples decrits dans les pages 
suivantes et concernant le muscle squelettique, une 

15 injection unique de 25 ^1 a 50 ;ig/ml de CMDBS sur le 
site de la blessure induit une regeneration complete 
des fibres musculaires apres 7 jours alors que dans le 
muscle temoin rien de tel n'est observe. Le nombre de 
fibres par unite de surface dans la coupe histologique 

20 transversale est 10 fois superieur par rapport a un 
temoin non traite au CMDBS. 

II est a noter que ni I'heparine^ ni le 
dextrane sulfate ne presentent des proprietes sur la 
regeneration musculaire. Bien que ces molecules 

25 interagissent avec les FGFs et tout au moins en ce qui 
concerne 1* heparine avec le TGF beta , ni la sucrase, 
ni !• heparine, ni le dextrane sulfate ne protegent le 
TGF beta centre la proteolyse induite par Inaction de 
la trypsine ainsi que le montrent 1 ' application des 

30 tests de criblages et de selection des HBGFPP decrits 
dans les exemples ci-dessous. Ainsi en procedant a un 
criblage in vitro sur la base d'une protection double 



=iNSDCX:iO: <VyO „.9529736A 1 J _> 



wo 95/26736 



PCT/FR95/00398 



11 



des FGFs et des TGFbeta contre Inaction de la 
proteolyse induite par la trypsins il est possible de 
selectionner des HBGFPP coxnme certains CMDBS dont ceux 
donnes dans ces exemples Ces memes criteres de 
5 selection appliques a des biopolymeres naturels comme 
le mesoglycan ou le sulodexide ont permis de montrer 
que le mesoglycane , qui presente une double activite 
de protection et de stabilisation pour a la fois les 
FGF et les TGF beta, presente une activite favorisante 

10 pour la reparation et regeneration musculaire, fait 
partie de la famille des HBGFPP, alors que le 
sulodexide qui protege les FGF contre la proteolyse 
induite par 1' action de la trypsine n^a pas d' action 
protectrice significative contre Inaction de la 

15 trypsine sur les TGF beta. 

!*• invention sera illustree, sans etre 
aucunement limitee par les exemples qui suivent, dans 
lesquels : 

La figure 1 represente la formule du CMDBS. 

20 La figure 2 illustre la potentialisation de 

1« activite biologique des FGFl (2a) et FGF2 (2b) par 
l*heparine, le mesoglycane et le sulodexide. La mesure 
de 1' activite biologique est effectuee sur des 
cellules CCL39 par la mesure de 1 • augmentation de 

25 1« incorporation de thymidine tritiee en fonction de la 
dose de FGFl et de FGF2 ajoutee seule ou en presence 
de 20 |ig d'heparine , de 10 uq de mesoglycan ou de 10 
^g de sulodexide. 

Les figures 3 et 4 illustrent I'effet 

30 protecteur de I'heparine, du mesoglycan et du 
sulodexide contre une degradation thermique du FGF1(3) 
et FGF2(4). Les echantillons de FGF sont incubes seuls 
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ou en presence de 20 jug d'heparine , de 10 jjg de 
mesoglycan ou de 10 pg de sulodexide a 20*C (a) et 
37 'C (b) pendant 1, 1, 15, 30 jours. La mesure de 
I'activite biologique presentee en abscisse correspond 
5 aux valeurs des unites de stimulation {ED50) de 
1 • incorporation de thymidine tritiee dans des cellules 
CCL39 . 

La figure 5a illustre I'effet protecteur de 
I'heparine, du mesoglycane et du sulodexide contre une 

10 degradation proteolytique du La digestion 

proteolytique a ete effectuee a 37 'C et les 
echantillons ont ete separes par electrophorese sur 
gel de polyacrylamide a 18 %. Les gels sont seches et 
autoradiographies. La premiere piste contient le ^^^I- 

15 FGFl seul^ dans la deuxieme (piste 2) le ^^^l-FGFl est 
incube en presence de trypsine et d'heparine (piste 
3)^ de mesoglycane (piste 4) ou de sulodexide (piste 
5) . 

La figure 5b illustre I'effet protecteur de 
20 I'heparine^ du mesoglycane et du sulodexide contre une 
degradation proteolytique du 125i.pGP2. La disposition 
des pistes est identique a celle presentee pour le 
125j_pQp2 en 5a. 

Les figures 6A et 6B sont des profils d'elution 
25 sur colonne de DEAE-Trisacryl respectivement des 
fractions HSM (Fig. 6A) et HSS (Fig. 6B) , en presence 
de fractions chondroxtines sulfates (CSA) pour le 
calibrage de la colonne. 

Les figures 7, 8, 9 et 10 correspondent a des 
30 montages microphotbgraphiques d ' une hemi-coupe 
trans versale de muscle, apres 8 jours de regeneration, 
traites ( figures 8 et 10) ou non (figures 7 et 9) par 
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le CMDBS. 

Les figures lOA a lOD representent des 
electirocardiogramnies de rats non operes (lOA et lOB) 
et de rats operes (IIC et IID) . 
5 Les figures 12A a 12F representent des 

photographies de coupes histologiques de coeurs de 
rats traites par du serum physiologique (12A et 12D) , 
traites par du CMDBS (12B et 12E) et de rats temoins 
(12C et 12F) . 

10 EXEMPLE 1 

Preparation et selection des CMDBS 
a) Preparation des CMDBS 

Les CMDBS sont des dextranes substitues par des 
groupements carboxymethyle, benzylamide et benzylamide 

15 sulfonate. La methode de synthese des CMDBS peut etre 
celle decrite par M.MAUZAC et J. JOSEFONVICZ dans 
Biomaterials 1984,5^301-304. Selon ce precede^ le 
carboxylmethyle dextrane (CMD) est prepare a partir de 
dextrane pax substitution de quelques unites 

20 glycosylees avec des groupes carboxyliques sur le 
carbone en position 5 ou 6 • Dans tine deuxieme etape, 
la benzylamide est couplee aux groupes carboxyliques 
pour former le carboxymethyl-benzylaraide dextrane (ou 
CMBD) . Enf in quelques noyaux aromatiques du 

25 benzylamide sont sulfones pour aboutir au 
carboxymethyle dextrane benzylamide sulfonate ou 
CMDBS . 

Les sels de sodium de ces derives sont 
ultraf litres, lyophilises et dissous dans le tampon 
30 approprie avant utilisation. 

La formule generale des CMDBS est illustree sur 
la figure 1. 
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Les CMDBS possedent une distribution 
statistique des differents substituants . Les 
pourcentages pour chaque type de CMDBS sont determines 
par les methodes classlques. 
5 b) Selection des CMDBS 

i ; Tests de protection et de stabilisa tion des FGFs 

Lors de la synthese des CMDBS il est possible 
de controler le taux de substitution de chacun des 
groupements par modification des conditions de la 

10 reaction de substitution. Le controle des parametres 
comme la temperature^ le temps de reaction, les 
concentrations relatives des constituants et le nombre 

de reaction de substitution etc permettent 

d'obtenir un tres grand nombre de polymeres 

15 substitues. La substitution des hydroxyles par le 
carboxymetbyl sur les carbones en positions 5 et 6 
permet d'obtenir des taux de carboxymethylation allant 
de 0 a 200% (100% pour chacun des carbones en position 
5 et 6). Le groupement carboxymetbyl peut etre a son 

20 tour partiellement ou totalement utilise pour la 
fixation de la benzylamide. Les groupes benzylamides 
peuvent etre partiellement ou totalement utilises pour 
la sulfonation. Les dextranes substitues 

fonctionnalises utilises selon 1' invention sont parmi 

25 ceux specialement decrits dans le brevet frangais 
n' 2 .46 1.724. Outre la capacite a stabiliser et 
proteger les facteurs de croissance de la famille FGF 
comme decrit dans la publication de Tardieu et coll 
J. Cell. Physio. 1992 150 p 194 a 203 ; et dans le brevet 

30 Frangais N* 2. 461. 724; le CMDBS selectionne doit 
pouvoir interagir avec au moins un membre de la 
famille des facteurs de croissance de la famille TGF 
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beta selon une methode d' evaluation decrite ci-dessous 
et proteger les TGFbeta centre une proteolyse. 

ii . Evaluation des capacites d ' interactions 
entre CMDBS et facteurs de croissance de — la — f amille 
TGF beta. 

Afin de mesurer la capacite de certains CMDBS a 
interagir avec les membres de la famille TGF beta et 
de par cette interaction proteger les TGF beta^ un 
test de criblage a ete etabli. Ce test consiste a 
mesurer la capacite du CMDBS selectionne a permettre 
au TGF beta de garder son activite biologique malgre 
un traitement proteasique. 

Dans I'exemple ci-dessous le CMDBS utilise est 
le lot 26.2 defini par un taux de substitution de 110% 
15 de motifs carboxymethyles , 3,6% de motifs benzylamides 
et 36^5% de motifs sulfonates et possede une activite 
anti-coagulante de 4 Ul/mg (Unites Internationales). 

activite anti-complement de ce lot est de 1^1 ;/g de 
CH50, mesuree selon Mauzac et al (precedemment cites). 
20 L»heparine utilisee comme temoin provient des 

etablissements Sanof i . ( Institut Choay) et presente une 
activite anticoagulante de 175 Ul/mg 

Le TFG betal est prepare a partir de plaquettes 
sanguines hiunaines selon le protocole deer it dans de 
25 nombreuses publications et couramment utilises par 
I'homme de I'art ( par exemple dans la publication 
Growth Factors and their Receptors 1992 , vol 1 pages 
419-472 par A. Roberts et M.Sporn edite par A- Roberts 
et M.Sporn et publiee par Springer Verlag Berlin. Le 
test d' activite biologique du TGF beta utilise dans 
cet exemple est celui de 1' inhibition de croissance 
des cellules CCL64 (provenant de 1' American Tissue 
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Culture Collection) • Cette inhibition est mesuree par 
la capacite du TGF beta a inhiber 1 • incorporation de 
Thymidine tritiee d'une maniere dose dependante dans 
ces cellules CCL64 stimulees par le facteur de 
5 croissance FGF ou par du serum de veau foetal selon le 
protocole decrit par Van Zolen dans Progress in Growth 
Factor Research, 1990 ,2 pl31 a 152. 

Le TGF beta est utilise a deux doses, l*une 
correspondant a la capacite dVinhibition de 50% de 

10 1 • incorporation de Thymidine tritiee (definie comme 
1' unite d'activite inhibitrice) 1' autre, correspondant 
a la capacite d* inhibition de 100%. Dans cet exemple 
les valeurs obtenues sont de 250 pg de TGF beta pour 
obtenir 1 'unite d'activite d' inhibition sur les 

15 cellules CCL64 cultivees dans 1 ml de milieu de 
culture. I*e 100% d' inhibition est obtenu avec Ing de 
TGF beta. dans 1 ml de milieu de culture. 

Un echantillon de 50ng de TGF beta dans du 
tampon phosphate salin contenant 0.1% de serum 

20 albumine bovine (provenant de la Societe SIGMA a Saint 
Louis USA) est incube seul, ou associe soit a 5000 pg 
de CMDBS, soit a 5000^cg d'heparine, avec ou sans 500 
pg de trypsine. Le volume final de la solution incubee 
est a juste a 1 ml et 1' incubation est effectuee a 37'c 

25 durant un temps variable (10 minutes dans 1' exemple 
decrit ( tableau 1) . 

Des echantillons d"un volume de 20 pi de 
chacune des reactions d* incubation sont preleves et 
ajoutes aux cellules CCL64 cultivees dans des plateaux 

30 de 24 puits contenant chacun un millilitre de milieu 
de culture selon le protocole decrit par E.Zohlen 
mentionne ci dessus. Dans ces conditions la 
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concentration finale de TGF beta par puits est de 
Ing/ml. Le tableau 1 resume les resultats obtenus dans 
diverses conditions et montre I'effet protecteur du 
CHDBS. Ainsi apres 10 mn d' incubation a 37* C, 75% de 
5 I'activite biologique du TGF beta est encore presents, 
alors que I'heparine qui pourtant peut se fixer au TGF 
beta (Mac Caffrey et al . , J. of Cell Physiology, 1992 
, vol. 52 r 430-440) ne protege pas le TGF beta contre 
cette degradation proteolytique (il reste moins de 20% 

10 d'activite biologique). II est a rappeler que dans le 
cas des FGFs I'heparine assure une protection contre 
la proteolyse induite par la trypsine. (Tardieu et al.. 
Journal of Cellular Physiology, 1992, 150: 194-203). 

II a ete verifie que le CMDBS n'avait pas de 

15 pouvoir inhibiteur sur l*activite de la trypsine 
(tableau 2). Ainsi, 10 fjq de trypsine ont ete incubes 
soit avec un substrat (S.87 fourni par la societe 
Serbio, Paris et utilise selon les recommandations de 
ce foumisseur) ou soit avec ce substrat et un 

20 inhibiteur de la trypsine tel celui provenant du soja 
(comine le Soyabean trypsin inhibitor ou STI de chez 
Sigma) ces incubations etant faites en 1' absence ou en 
presence de quantites variables de CMDBS (lot AM26) . 
L'activite enzymatique de la trypsine a ete mesuree 

25 par absorption spectrophotometrique du produit de 
transformation du S 87 en fonction du temps 
d • incubation . 
EXEMPLE 2 ; 

Selection d'autres HBGFPP . 

30 Deux preparations . commerciales de 

proteoglycosamino- glycane et glycosaminoglycanes ont 
ete selectionnees selon leurs capacites a interagir 
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avec les facteurs de croissance de la famllle du FGF 
ainsi qu'avec ceux de la famille du TGF beta. 

Des preparations d'heparane sulfate obtenues 
par fractionnement du mesoglycan et du sulodexide ont 
5 d' autre part est testees. 

Le mesoglycan et le sulodexide ont ete fournis 
par la Societe Sigma Chemical Co , Saint Louis MO USA 
precedeniment cites . 

Les cellules utilisees dans cet exemple sont 
10 les cellules CC139 qui proviennent de 1' American 
Tissue Culture Collection. Les conditions de culture 
et de tests de mesure d'activite biologique des FGFs 
sont les memes que celles decrites dans la publication 
Tardieu et coll J. Cell .Physiol . 1992. Leurs proprietes 
15 sont resumees dans le tableau 3. Les facteurs de 
croissance FGF utilises sont les formes recombinantes 
FGFl et FGF 2. 

a) Effet du mesoglycan et sulo dexide sur — 1 'activite 

bloloQlaue des FGFs in vitro. 

20 Dans ces experiences le FGFl ou 2 est utilise a 

une dose correspondant a la dose efficace (notee ED50) 
pour induire une stimulation de 1' activite biologique 
de 50% de la dose induisant la stimulation maximale 
.L' activite biologique est mesuree par la capacite 

25 d' induire une augmentation de 1 • incorporation de 
thymidine tritiee dans les cellules selon les 
protocoles largement decrits dans de nombreuses 
publications dont celle de Tardieu et coll mentionnee 
precedemment et egalement dans le brevet fran^ais N*2 

30 644 066. Dans cet exemple 1"ED50 est de 5 ng/ml pour 
le FGFl et de 3 ng/ml pour le FGF 2, valeurs mesurees 
experimentalement (Figs. 2a et 2b). La meme experience 
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de stimulation en fonction de la dose de FGF est 
effectuee en presence de 10 pg/ml de Mesoglycan ou de 
Sulodexide ou 20 ptg/ml d* Heparine. La figure 2 montre 
que dans ces conditions I'EDSO devient 0,4 ng/ml et 
5 0,2 ng/ml respectivement pour les FGFl et FGF2 en 
presence de ces doses de mesoglycan ou d* Heparine • 
Outre cette capacite a potentialiser I'activite 
biologique des FGFs les HBGFPP protegent les FGFs 
contre les degradations thermiques ainsi que contre 

10 1 'inactivation induite par Inaction proteolytique de 
la trypsine. (Figs . 3 a 5) . De la meme maniere ces 
HBGFPP protegent FGFl et 2 contre une inactivation 
induite par I'activite proteolytique de la trypsine 
(Figs. 5a et 5b) . 

15 b) Effets protecteurs du mesoglycan^ 

sulodexine, du dextrane, du dex trane sulfate et de la 
sucrase vis-a-vis des TGF beta. 

Plusieurs autres composes ont ete evalues : le 
dextrane sulfate (Sigma Chemical, de polds moleculaire 

20 40,G00, le dextrane ayant servi a la synthase du CMDBS 
(egalement de chez Sigma) de la sucrase ou sucrose 
octasulfate (fournie par D. Bar Shalom ^ Societe Bukh 
Medic, Danemark. Certains de ces composes ont ete 
choisis car ils protegent et stabilisent les FGF. 

25 Ainsi, la sucrase (se conferer au brevet US N* 520 
2311) ou le dextrane sulfate (se conferer au brevet 
japonais n' 1 38907/88)- Le dextrane est celui qui a 
servi a la synthese du CMDBS AM26. 

L' experience de protection de I'activite 

30 biologique des TGFbeta a ete realisee de la meme 
maniere qu'avec les CMDBS ainsi que deer it dans 
I'exemple 1 ii: Le melange d' incubation contient 50 ng 
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de TGF beta ( dans 0,1 % d'albumine serique de bovin) 
et de la trypsine (500 ^ig) . Le mesoglycan ou le 
sulodexlde ou le dext:ran sulfa'te ou le dextiran ou la 
sucrase sont utilises a la dose de 5000 fig. 
5 L'activite biologique du TGFbeta est mesuree 

comme decrit ci-dessus apres une dilution de 50 fois 
et en utilisant des cellules CCL64. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 4. 
Ces resultats illustrent qu'a 1' exception de 
10 certains CMD3S capables de repondre aux deux criteres 
de selection vis-a-vis des FGF et TGFbeta seul, parmi 
les autres composes testes, le mesoglycan presente une 
activite protectrice significative pour les TGFbeta. 
c) Isolement de la fraction Heparane Sulfate du 
15 Sulodexide et du Mesoolvcan 

Le Sulodexide et le Mesoglycan correspondent a 
des melanges de plusieurs substances dont l*essentiel 
est constitue de dif ferents glycosaminoglycanes (GAG) . 

Par une premiere etape de purification, il a 
20 ete etabli qu'un gramme de produit sec de chacun de 
ces deux produits contenait respectivement 874 mg pour 
le mesoglycan et 795 mg pour le sulodexide de GAG 
totaux. 

Cette purification a ete obtenue en soumettant 
25 > ces produits solubilises a une chromatographie 
echangeuse d'ions (DEAE - Trisacryl) pour enlever tous 
les contaminants proteiques- Les GAG totaux ont alors 
ete purifies en eluant le gel de DEAE avec une 
solution d* acetate de sodium, pH 4, contenant 1,5 M 
30 NaCl. 

Apres une phase de dialyse extensive contre de 
l*eau, 60 mg de chaque produit de GAG ont ete digeres 
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par la chondroitinase ABC pendant une nuit a 37*C ( 1 
unite par mg de GAG) • Cette enzyme degrade tous les 
GAG a 1" exclusion des heparanes sulfates (HS) . Les 
produits de digestion ont ete soumis a une 
5 chroma tographie sur tamis moleculaire (G50 Sephadex, 
colonne de 1,8 x 95 cm). L'elution est ensuite 
realisee en tampon bicarbonate d' ammonium sous un 
debit de 18 ml/h. Le materiel non digere qui 
correspond a des GAG de nature HS est collecte dans le 

10 volume mort d*elution de la colonne, 

Les concentrations en GAG sont calculees a 
partir de leur contenu en acide uronique par la 
methode au carbazole (Bitter T. et Muir H.M.,, 1962, 
Anal. Biochem 4, 330-334) . 

15 ces dosages ont permis de preciser la 

composition suivante de chacun des produits: 

Sulodexide Mesoglycan 
GAG totaux 79 % 87 % 

Fraction Heparane Sulfate (HS) 48 % 52 % 

20 Autres GAG 31 % 35 % 

Les fractions HS de chacun de ces deux produits 
ont ete cliromatographiees a nouveau sur un gel de DEAE 
Trisacryl. 1 mg de chaqpze fraction HS^ purxfiee a 
partir du mesoglycan (Fig. 6 A) ou du sulodexide ( Fig. 

25 6B) , dans 3 ml a ete depose sur une colonne equilibree 
avec du tampon 0^05 M NaCI^ 0,05 M TMS-Hel pH 7,5. 
Apres un lavage de la colonne par 10 volumes du meme 
tampon suivi d'un lavage par 10 volumes d'un tampon 
0,05 M NaCl/ 0^05 M d' acetate de sodium pH 4/ le 

30 materiel f^ixe a la colonne est desorbe par un gradient 
sal in allant de 0,05 M NaCl a 1^5 M NaCl dans le meme 
tampon acetate. 1 ml de chaque fraction collectee a 
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ete dose par la methode au carbazole. 

Le materiel correspondant aux constituants HS 
de chacun des produits d'origine presente 
approximativement le meme profil d'elution et done a 
5 peu pres la meme charge apparente. Ce maximum du pic 
d'elution est obtenu pour une concentration saline de 
0,94 M NaCl. Une fraction definie de chondroxtine 
sulfate (CSA) a ete soumise au meme protocole en vue 
de calibrer la chromatographie . Cette fraction CSA qui 

10 ne contient qu'un groupe sulfate par disaccharide est 
elue a la force ionique de 0,72 M NaCl . 

Ces resultats montrent que la fraction HS 
contient plus de groupements sulfates que les CSA de 
reference. La fraction HS presente environ deux 

15 groupes sulfates par unite dissacharidique . 

Ces fractions ont ete testees pour connaitre 
leur pouvoir protecteur vis-a-vis du TGF p et du FGF 
en comparaison des pouvoirs etablis avec les produits 
bruts respec ti f s • 

20 Evaluation semi-quantitati ve des ef fets 

protecteurs du FGF par differents polvmeres . 

Comme decrit ci-dessus, une quantite constante 
de FGF radioactif est incubee dans des conditions 
differentes. Apres autoradiographie des produits de la 

25 reaction, la quantite de FGF radioactif non degrade 
est quantifiee par densitometrie . Les valeurs 
correspondent au pourcentage de FGF radiomarque 
retrouve par rapport a la quantite deposee en debut de 
reaction. (Tableau 5). 

30 Les resultats des tableaux 4 et 5 montrent que 

les fractions HSM et HSS issues respectivement du 
mesoglycan et du sulodexide presentent des effets 
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protecteurs superieurs a ces deux compositions et 
proches de 100%. 

EXEMPLE 3: Effets inhibiteurs in vitro des CMDBS et 
des Qlvcosaminoalvcanes sur I'activite de I'elastase 
5 leucocvtaire et sur la plasmine. 

Les pouvoirs d' inhibition de differents CMDBS 
et de leurs composes intermediaires de leur synthese, 
ont ete etablis pour I'elastase leucocytaire et la 
plasmine . 

10 L'elastase leucocytaire purifiee a ete obtenue 

par Elastin Products Co (Owenville^ MO, USA) et la 
plasmine chez SIGMA. 

li* inhibition des activites enzymatigues par ces 
differents composes est effectuee a 37 'C dans un bain 

15 thermostate. Les enzymes considerees sont mises en 
solution dans un tampon Tris-HCL 100 mM, pH8 pour 
I'elastase et pH 7,4 pour la plasmine^ en presence de 
0,02% d'azide de sodium et de 0,01% Triton XlOO pour 
la plasmine. Les concentrations des substrats et 

20 celles des enzymes. sont : 0,10 mM MeO-Suc-Ala-Ala-Pro- 
Val-pNA (paranitroanilide) pour I'elastase a 8,3 nM et 
0,20 mM dVal-Leu-dLys-pNA pour la plasmine a 77 nM. 
Pour chacune des conditions est etabli I'ICSO. 

Le tableau 6 donne les resultats obtenus dans 

25 lesquels, le lot AM6 correspond a un dextrane T40 de 
40 000 kD. Le lot EMS correspond a un dextrane TIO de 
10 000 kD. Les produits intermediaires de synthese 
sont repertories d'apres les sigles designes ci-dessus 
indexes d'un numero qui precise le nombre de chacune 

30 des reactions de substitution - 

Les valeurs des IC50 deraontrent que les CMDBS 
ont des effets inhibiteurs de type hyperbolique non 
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competitif sur I'activite de I'elastase leucocytaire 
comparables a ceux de 1' heparins, I'un des meilleurs 
inhibiteurs de cette activite (Ki de I'ordre de 1 nM) • 
Les CMDBS exercent de plus et a 1* inverse de 
5 I'heparine des effets inhibiteurs sur la plasmine. 

II ressort en outre du tableau 6 que les effets 
inhibiteurs des fractions HSM et HSS sont superieurs a 
ceux du mesoglycan et du sulodexide, respect ivement. 
Exemple 4 . 

10 Regeneration de muscles sauelettiaues a ores ecrasement 
simple > 

PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

L* experimentation a ete effectuee sur sept rats 
Wistar ages de deux mois et demi et pesant trols cent 

15 grammes • 

Apres anesthesie par 1' ether , les muscles EDL 
(muscles des pattes posterieures de rat) ont ete 
degages de la loge anterieure de la jambe et leses 
mecaniguement par application d'une pression constante 

2 0 sur toute la longueur du muscle a I'aide d'une pince 
de Pean. La pression est maintenue pendant quinze 
secondes , la pince etant fermee au deuxieme cran. 
L'homogeneite de la lesion sur la totalite du muscle a 
ete controlee en suivant son inf arcissement pendant 

25 trente secondes . Le muscle a ete ensuite replace dans 
sa loge et la peau suturee par du fil de lin. 

Les muscles EDL ont regu une injection unique 
de 200 pi de CMDBS ou de sulfate de dextrane (DS) a 50 
/i/ml dilues dans le PBS sans calciura ni magnesium . 
• 30 Les temoins -de regeneration ont regu une injection de 
la meme quantite de PBS seul . Selon les experiences , 
1' injection a ete pratiquee avant ou apres la lesion 
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du muscle . Les 200 ;il ont ete injectes en une minute 
et la diffusion du produit a ete assuree en laissant 
en place le muscle pendant deux minutes avant de le 
replacer dans sa loge . Cinq muscles EDL ont ete 
5 traites par le CMDBS et deux par le sulfate de 
dextrane • 

Les muscles traites et temoins ont ete preleves 
apres huit jours de regeneration, puis congeles 
immediatement a -150*C dans I'isopentane • Des coupes 
10 transversales a congelation de 10 iJm d'epaisseur ont 
ete effectuees dans la region mediane du muscle . Les 
coupes sechees ont ete colorees par le trichrome de 
Gomori • 

L* analyse morphometrique du nombre de fibres et 
15 de leur diametre a ete effectuee sur des montages 
micrographiques correspondant a une hemi-coupe 
transversale de muscle . 
RESULTATS : 

Lors du prelevement des muscles apres 8 jours 
20 de regeneration^ I'examen macroscopique montre une 
difference d* aspect entre ceux qui ont ete traites par 
le CMDBS et ceux qui n'ont regu qu'une injection de 
PBS. Les muscles traites ont un aspect rouge fonce 
alors que les temoins ont une coloration beaucoup plus 
25 Claire . Cette difference suggere dans le premier cas, 
une vascularisation plus riche et un taux de 
myoglobine plus eleve . Par ailleurs, le diametre des 
muscles injectes par le CMDBS est nettement augmente ( 
voir tableau 7 ) ; ils occupent toute la loge 
30 anterieure de la jambe et ils refaulent le muscle 
tibial anterieur vers I'exterieur. 

Les figures 7 a 10 correspondent a des montages 
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microphotographiques d*une hemi-coupe transversale de 
muscle EDL apres 8 jours de regeneration traites ou 
non par le CMDBS. Le muscle traite (figure 8) 
presente un plus grand nombre de fibres regenerees (F) 
5 et d'un diametire plus eleve que le muscle non traite 
(figure 7 ) . L' injection unique de CMDBS au moment de 
la lesion induit egalement une meilleure 
reconstruction du muscle : les faisceaux musculaires , 
separes par le conjonctif du perimysium (C) , sont 

10 bien differencies des le Seme jour (figure 9 non 
traite et figure 10 traite au CMDBS). Dans la 
regeneration normale , ce stade de re- construction 
n'est attaint qu' apres trois semaines . L'examen 
histologigue des coupes montre egalement une plus 

15 grande vascularisation et un degre de reinnervation 
plus eleve . 

Les resultats sont identiques que 1' injection 
du muscle EDL ait ete pratiquee avant ou apres la 
lesion. 

20 Les donnees du tableau 7 montrent que I'effet 

du CMDBS est tres important sur la vitesse de 
regeneration ( nombre de fibres regenerees en 8 jours 
) et sur leur degre de maturation (diametre moyen des 
fibres ) . La reorganisation du muscle est egalement 

25 nettement acceleree ( nombre de faisceau organises) . 

Par centre^ 1 • architecture du muscle ( nombre de 
fibres par faisceau) n'est pas modifiee de fagon 
significative . 

L' injection de sulfate de dextrane, dans les 

30 memes conditions que celles du CMDBS, n' induit aucune 
modification qualitative et quantitative de la 
regeneration musculaire • 
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EXEMPLE 5 : 

Regeneration d'un muscle sauelet tiaue apres 

desinnervation puis ecrasement. 

Etude comparative de differen Hs HBGFPP et anHres 

5 glvcosaminoalvcanes non HBGFPP. 

L • experimentation est effectuee sur 18 rats 
Wistar males ages de deux mois et demi et pesant 
environ 300 grammes . 

Le protocole est rigourement identique a celui 
10 de I'exemple 4 avec cependant prealablement a 
I'ecrasement du muscle^ section du nerf moteur a 
1 • entree du muscle. 

Les substances sont en solution de tampon 
phosphate saline (PBS). 
15 L» injection a lieu apres deinnervation et 

ecrasement a l*aide d'une microseringue de 50 ^1 munie 
d'une aiguille flexible de 60 mm de longueur et de 0,4 
mm de diametre. Deux injections sont effectuees a 2 
minutes d ' intervalles . Le volume injecte est done de 
20 100 /j1- La sucrase {glucose octyl sulfate) a ete 
fournie gracieusement par D. Bar Shalom Bulk Medic 
Danemark • 

Apres sacrifice de 1' animal, les muscles EDI. de 
la patte traitee et de la patte controlaterale sont 

25 peses. Les variations individuelles du poids des 
muscles normaux d'animaux de meme age pouvant 
atteindre 20%, les resultats ont ete standardises en 
calculant le rapport du muscle traite a son temoin 
intact controlateral . 

3 0 Ce ratio pour les muscles traites par le PBS 

seul a ete considere comme 100 %. Le degre de 
regeneration des muscles traites par les differentes 
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substances a ete calcule en % du muscle injecte par le 
PBS • Les resultats sont expriraes dans le tableau 8. 

- Ces resultats demontrent I'effet specifique des 
HBGFPP dans la regeneration musculaire. En effet, 
5 seuls certains CMDBS et le mesoglycan, qui montrent un 
effet protecteur et promoteur a la fois pour les FGF 
et les TGFbeta, induisent une regeneration 
significative { 190% et 133 % respectivement) . 
Exemple 6 ; 
10 Cicatrisation du muscle cardiaoue 

Les experiences realisees lors de la 
cicatrisation du myocarde infarcie sont effectuees 
Chez le rat. 

Le rat represente un bon modele experimental 
15 par rapport a d'autres especes animales car, comme 
pour I'homme , il n'existe pas de circulation 
collaterale entre les coronaires droite et gauche. 
protocole experimental ; 

Des rats Wistar (Wi/Wi Ico, IFFA CREDO, 
20 France)/ de sexe male, pesant 350 g, sont anesthesies 
au penthobarbital sodique par voie intra-peritoneale . 

Les rats sont rases au niveau du thorax et du 
cou, et un electrocardiogramme (ECG) est pratique en 
preoperatoire . 

25 Une tracheotomie permet de mettre le rat sous 

ventilation assistee, et de lutter centre le 
pneumothorax per operatoire et de diminuer la 
mortalite per et post operatoire. 

Apres installation du rat en decubitus lateral 

30 droit et mise en place d'un petit billot sous le 
thorax, une thoracoto- mie laterale gauche (a un 
travers de doigt au-dessus des cotes flottantes ce qui 
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correspond au 4-5eme espace intercostal gauche) est 
pratiquee. Le coeur est mis a jour et le pericarde est 
incise, le. ventricule gauche est repere et I'artere 
coronaire gauche est llgaturee a son origine avec un 
5 fil PROLENE 6/0. Une minute apres, la zone infarcie 
est visible et 1 • enregistrement de I'activite 
electrique cardiaque permet de visualiser les ondes de 
Pardie temoin de la realisation de I'infarctus. 

On injecte en plein milieu de la region 

10 infarcie, en un seul point, a I'aide d'une seringue de 
Hamilton, lOyl d'une solution a 50 pg/ml de CMDBS 
preparee dans du serum physiologique ou 10 /il de cette 
meme solution ne contenant pas de CMDBS • 

Le thorax est alors referme, le pneumothorax 

15 est aspire, et la ventilation assistee est laissee en 
place jusqu'au reveil complet de 1* animal. Un dernier 
ECG est realise. 

Les electrocardiogrammes (ECG) des rats avant 
et apres infarctus au niveau de la derivation sont 

20 representes sur la figure 11. Les traces A et B 
montrent deux types d* electrocardiogramme qui peuvent 
etre rencontres chez les rats non operes . Les traces C 
et D sont les ECG de ces memes rats en postoperatoire. 
II exlste un sus decalage tres net du segment ST 

25 signant I'infarctus. 

Les rats retenus pour 1 ' experimentation, seront 
ceux qui presentent au moment de la fermeture du 
thorax, les signes electriques typiques de I'infarctus 
du myocarde, les autres animaux seront elimines de 

30 1' etude. 

Apres examen des ECG, 33 rats seront sacrifies 
aux jours 7, 15 et 30 post operatoire et un ECG sera 
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realise avant 1 ' euthanasia . Una etude histologiquie est 
pratiquee sur les coeurs infarcies. 

Les r.esultats histologiques sont presentes sur 
la Fig. 12 qui illustre I'etude histologique au 15eme 
5 jour postoperatoire des coeurs de rats infarctes par 
ligature de 1 • artere coronaire gauche et coloration au 
trichrome de Masson. 

Figures 12A et 12D (injection de 10^^1 de serum 
physiologique au milieu de la zone inf arcie) . On 
10 constate 1' existence d'un infarctus sous endocardique 
siegeant au niveau de la parol du ventricule gauche 
( 12A ) . Celle-ci est atrophiee et il existe une 
import ante reaction inf lammatoire en peripherie axnsi 
qu'une fibrose intense. La figure 12D (x25) visualise 
15 le milieu de 1 • inf arctus . On constate 1* existence 
d'une atrophie importante marquee par 1' apparition 
d'une fibrose et la disparition totale des fibres 
myocardiques ^ il existe quelques cellules 

inf lammatoires . 

20 Figures 12B et 12E : Traitement de 1' infarctus 

avec du CMDBS (10 /il d'une solution a 50 pig/tal sont 
injectes dans la zone inf arcie). L* infarctus est 
egalement sous endocardique et siege au niveau du 
ventricule gauche, la zone atrophiee est moins etendue 

25 et il existe au niveau des fibres myocardiques 
intactes (12B). La figure 12E (x25) montre des zones 
vasculaires nombreuses, des fibres myocardiq[ues 
apparemment intactes dans un environnement fibreux 

Figures 12C et 12F: photographies d'un coeur 

30 temoin. 

II parait evident que la taille du ventricule 
gauche est conservee au niveau de la parol des coeurs 
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traites au CMDBS, les coeurs de la serie temoin 
presentent des parois plus fines et une zone infarcie 
plus etendue. II existe au niveau des coeurs infarcis 
traites au CMDBS des zones de regeneration du 
5 myocarde . 
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TABLEAU 2 



Effet. non inhibiteur du CMDBS vis-a-vis de la 

trvpsine 



Trypsine (10 ^/g/ml) + S87 


100 


Trypsine + S87 + Spg/ml 
CMDBS 


100 


Trypsine + S87 + 50 pjg/ml 
CMDBS 


100 


Trypsine + S87 + 500 lug/ml 
CMDBS 


100 


Trypsins + S8 7 + STBl 


0 



FEUiLLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 



wo 95/26736 



PCT/FR95/00398 



TABLEAU 3 : 

Qriaine . activite anticoaoulante et composition 
partielle du mesoolvcao et du sulodexide 
(informations duilf o »rnisseur 





Sulodexide 


Mesoglycan 


Origine 


duodenum 
de pore 


aorte 


Activite 
anticoagulante 


50-70 lU/mg 


< 50 lU /mg 


Composition 
chimique 


Dermatane 
sulfate 


20-35% 


25 - 60% 


Chondroitine 

Sulfate 


2-7% 


3-15% 


Heparane sulfate 


-4- 


+ 
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TABLEAU 4 

Protection du TGFbeta par divers polvmeres 



TGFbaia 100% 
TGF baia + Uypsine 0 % 

TGF beta + mfisoglycan 1 00 % 
TGF bSta + mfesoglycan + trypsinc 50 % 

TGF0 + HSM 

TGF p + HSM + trypsine ^ 

TGF beta + sulodcxide 1 00 % 

TGF beta + sulodcxide + trypsine 20 % 

TGFP + HSS 100% 

TGF P + HSS + irypsJne ^ 

TGF bSta + Dextrane 100 % 
TGFbSta Dextrane + trypsine 0 %' 

TGF beti + Dextrane Sulfate 100 % 
TGF beta + Dextrane Sulfate + trypsine 0 % 

TGF bata + Sucrase 1 00 % 
TGF bSta + Sucrase + trypsine 0 % 



HSM = Heparanes Sulfates* piirififis a parlir du Mcsoglycan 
HSS - Heparanes Sulfates purifies ft panir dc Sulodcxide 
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TABLEAU 5 

Projection du FGF par divers polvmeres 



PROTECTION EN % 
100 
0 

100 



0 



FGF seul 
5 FGF + Trypsine 

FGF + Trypsine + Heparine 
FGF + Trypsine + Mesoglycan 75 
FGF + Trypsine + Sulodexide 70 
FGF + Trypsine + Mesoglycan traite 
10 Heparinase 

FGF + Trypsine + Sulodexide traite 
Heparinase 

FGF + Trypsine + Heparine Traite 
Heparinase 
15 FGF + HSM + Trypsine 
FGF + HSS + Trypsine 



90 



20 
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TABLEAU 6 




Tnlribition des 


aetivites de 1' 


elastase et de 


la plasmine 


Composes testes 


Klastase I^ucocvlaire 


1 riasminc 




IC50 en /'g/"^l 


ICSO en ^ig/ml 


CMDBS lot AM6 


20. 


1,5 


T40 


> 100 


> 100 


CMDBS lot EMS 


10 


7 


T10CMD2B 


50 


53 


TI0 5CMDIB 


> 100 


> 100 


TIG 3CMD 


> 100 


> 100 


TIO 


> 100 


> 100 


Mesoglycan 


72 


65 


HS Mesoglycan 


20 


22 


Sulodextdc 


79 


75 


HS Sulodexide 


25 


20 


Heparine 


1,8 




Lapo-h6parine 




0,5 



HSM = Hcparanes Sulfates purifies a partir du Mfisoglycan 
HSS = H6paranes Sulfates purifies ft partir dc Sulodexide 
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TABLEAU ^ 

Effets de differenHs polvmeres sur la 
5 regeneration de muscles deslnnerves 



10 


Substances : poids 
injecte 


Ratio du regenere 
regenere/ 
controiateral 
intact 


% ratio 

traite/ratio 

degenere 




PBS 


0.705 


100 




CMDBS (10 }jg) 


1.342 


190 


15 






87 




Sucrase (10 ^g) 


0.620 




Heparine (10 jjg) 


O.590 


86 


20 . 


Sulodexide (10 ^g) 


0.638 


90.7 




Kesoglycane (10 fjg) 


0.940 


133 
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REVENDICATIONS 
!• Utilisation d'au moins un polymere ou d'un 
biopolymere, appeles HBGFPP, protegeant specif iquement 
les facteurs de croissance des families des FGF et TGF 
5 beta de la degradation trypsique et n'inhibant pas de 
maniere significative la coagulation, pour la 
fabrication d'un medicament pour le traitement des 
tissus musculaires squelettiques ou cardiaques. 

2. Utilisation selon la revendication 1, 
10 caracterisee en ce que le polymere ou biopolymere 

presente une activite anti-coagulante inferieure a 50 
unites Internationales par mg de polymere. 

3. utilisation selon I'une des revendications 1 
et 2, caracterisee en ce que ledit polymere n* active 

15 substantiellement pas le systeme du complement 

4. Utilisation selon I'une des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce que ledit polymere 
potentialise in vitro les FGF- 

5. Utilisation selon I'une des revendications 1 
20 a 4, caracterisee en ce que ledit polymere inhibe 

substantiellement les activites proteasiques de 
I'elastase et/ou de la plasmine. 

6. Utilisation selon I'une des revendications 1 
a 5, caracterisee en ce que ledit polymere ou 

25 biopolymere est un polysaccharide, 

7. Utilisation selon la revendication 6 , 
caracterisee en ce que ledit polysaccharide est 
principalement compose de residus glucose. 

8. Utilisation selon la revendication 6, 
30 caracterisee en ce que le polysaccharide comprend des 

residus glucosamine et/ou d'acide uronique. 

9. Utilisation selon la revendication 8, 
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caracterisee en ce que le polysaccharide comprend des 
dimeres glucosamine-acide uronique. 

10. Utilisation selon I'une des revendications 
8 et 9, caracterisee en ce que ledit polysaccharide 

5 est un proteoglycosaminoglycane ou un 

glycosaminoglycane, ou un sulfate d'un de ces 
composes • 

11. Utilisation selon I'une des revendications 
1 a 6^ caracterisee en ce que ledit polysaccharide est 

10 un dextrane substitue- 

12. Utilisation selon la revendication 11, 
caracterisee en ce que ledit polysaccharide est un 
CMDBS. 

13. Utilisation selon I'une des revendications 
15 1 a 5, caracterisee en ce que ledit polymere est de 

nature non-osidique . 

14. Utilisation ou composition selon I'une des 
revendications 1 a 13, caracterisee en ce que le tissu 
musculaire est celui des muscles cardiaques ou 

20 squelettiques • 

15. Composition pharmaceutique pour la 
cicatrisation des tissus musculaires squelettiques ou 
cardiaques contenant au molns un polymere tel que 
definl dans I'une des revendications 1 a 11 en 

25 association avec au moins un excipient 
pharmacologiquement acceptable . 
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FIG. 1 
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FIG. 4 A 
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